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ABSTRAK 
Telah dilakukan penelitian “Identifikasi Bakteri Asam Laktat dari Usus Itik Pedaging Anas 
domesticus  dengan Gen 16S rRNA”. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri asam 
laktat dari usus itik pedaging Anas domesticus dengan gen 16S rRNA. Ekstraksi DNA dilakukan 
dengan menggunakan Geneaid PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit, kemudian sampel yang telah 
diekstraksi selanjutnya diamplifikasi pada PCR (Polymerase Chain Reaction) dengan 
menggunakan primer gen 16S rRNA (63F 5’-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’, 1387R 5’-
GGGCGGTGTGTACAAGGC-3’) dengan panjang basa 1300 bp. Sampel yang telah diamplifikasi 
kemudian disekuensing dengan metode sanger. Hasil identifikasi berdasarkan sekuens gen bakteri 
diketahui isolat BIA memiliki kesamaan 97 % dengan Enterococcus faecalis dan isolat GIA memiliki 
kesamaan  98 % dengan Lactobacillus plantarum, L. paraplantarum, dan L. pentosus. Berdasarkan 
Analisis filogeni menggunakan ‘Neighbour hood joining’, kedua sampel terbagi kedalam dua clade 
yang berbeda, clade pertama meliputi isolat BIA yang menunjukkan kelompok bakteri genus 
Enterococcus dan clade kedua meliputi isolat GIA yang menunjukkan bakteri genus Lactobacillus. 
Hasil yang diperoleh dari analisis filogenetik menunjukkan isolat GIA memiliki kekerabatan paling 
dekat dengan Lactobacillus paraplantarum dibandingkan dua spesies lainnya. 
Kata Kunci : Bakteri Asam Laktat, Probiotik, 16S rRNA, Anas domesticus,      Enterococcus 
faecalis, Lactobacillus paraplantarum 
 
ABSTRACT 
The research about “Identification Lactic Acid Bacteria from Intestines of the broiler duck Anas 
domesticus with Gene 16S rRNA” had been done. This research aimed to identification lactic acid 
bacteria from Intestines of the broiler duck Anas domesticus with gene 16S rRNA. DNA extraction 
used Geneaid PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit, the sample had been extraction then amplified 
with PCR (Polymerase Chain Reaction) and primer gene 16S rRNA (63F 5’-
CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’, 1387R 5’-GGGCGGTGTGTACAAGGC-3’) with length base 
of PCR product was 1300 bp. The sample amplified then sequenced by sanger method. Result 
showed that BIA isolate had 97% identities that similar with Enterococcus faecalis and GIA isolate 
had 98% identities that similar with  Lactobacillus plantarum, L. paraplantarum, dan L. pentosus. 
Based on phylogeny analysis, ‘Neighbour hood joining’, the two sample divided into two clade. 
First clade for BIA isolate showed genera of  Enterococcus and second clade for GIA isolate 
showed genera of Lactobacillus. Result from phylogeny analysis showed that GIA isolate more 
similar with Lactobacillus paraplantarum than the other.  
Keywords : Lactic Acid Bacteria, Probiotic, 16S rRNA, Anas domesticus,      Enterococcus 







Probiotik adalah mikroorganisme hidup 
yang bila dikonsumsi dapat meningkatkan 
kesehatan manusia ataupun ternak dengan cara 
menyeimbangkan mikroflora dalam saluran 
pencernaan jika dikonsumsi dalam jumlah cukup 
(Kusumawati et al., 2003). Salah satu bakteri 
yang berperan sebagai probiotik adalah bakteri 
asam laktat. Bakteri asam laktat (BAL) sering 
digunakan sebagai kultur probiotik dalam 
produk-produk fermentasi susu atau produk 
olahannya, fermentasi daging dan fermentasi 
buah dan sayuran. 
 Bakteri asam laktat (BAL) merupakan 
kelompok bakteri gram positif, katalase negatif, 
tidak membentuk spora, tidak mempunyai 
sitokrom, aerotoleran, anaerobik hingga 
mikroaerofilik, membutuhkan nutrisi yang 
kompleks seperti asam-asam amino, vitamin 
(B1, B6, B12 dan biotin), purine, pyrimidin. Di 
alam, bakteri asam laktat menempati dua sistem 
ekologi, yaitu saluran pencernaan 
manusia/hewan, dan produk makanan nabati 
maupun hewani, baik berupa kontaminan alami 
maupun ditambahkan untuk tujuan fermentasi. 
 Bakteri asam laktat dikenal sebagai 
bakteri yang bermanfaat bagi industri makanan 
dan minuman (Surono, 2004). Eksplorasi 
pemanfaatan bakteri asam laktat dalam industri 
mendorong pencarian bakteri asam laktat baik 
dari makanan fermentasi maupun yang berasal 
dari saluran pencernaan. Salah satu ternak yang 
memiliki BAL pada ususnya adalah itik pedaging 
Anas domesticus. Anastiawan (2014) telah 
melakukkan isolasi bakteri asam laktat dari itik 
dan uji kemampuannya sebagai probiotik dan 
diperoleh 8 isolat probiotik (isolat A, B, C, D, E, 
F, G, dan H).  
 Identifikasi bakteri asam laktat dapat 
dilakukan berdasarkan sifat fenotipik. Identifikasi 
fenotipik didasarkan pada hasil pengamatan 
morfologi koloni, pengamatan mikroskopis 
(pewarnaan gram), uji fisiologis, metabolik 
(biokimia) atau kemotaksonomi (Ammor et al., 
2005). Identifikasi bakteri berdasarkan sifat 
fenotipik memiliki kelemahan utama, yaitu 
kerapnya terjadi kesalahan dalam pembedaan 
spesies galur bakteri. Kesalahan tersebut 
disebabkan hadirnya karakter fenotipik bakteri 
yang tidak biasa. Terlebih karakter fenotipik 
bakteri tidak statis dan dapat berubah seiring 
dengan perubahan kondisi organisme dan 
lingkungan hingga menyebabkan evolusi 
(Ochman, 2005).  
 Adanya kelemahan identifikasi isolat 
bakteri asam laktat melalui analisa fenotipik 
mendorong dilakukannya identifikasi dengan 
metode lain yang lebih akurat. Metode 
identifikasi bakteri yang banyak 
direkomendasikan adalah analisa genotip 
dengan menggunakan metode molekular antara 
lain melalui sekuensing gen pengkode 16S 
rRNA dengan metode Polymerase Chain 
Reaction (PCR)-sekuensing (Ammor et al., 
2005). 
 Berdasarkan uraian tersebut akan 
dilakukan penelitian tentang identifikasi bakteri 
asam laktat dari usus itik pedaging Anas 
domesticus dengan metode sekuensing. 
 
BAHAN DAN METODE 
 
 Alat-alat utama yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah mikroskop, ose bulat, ose 
lurus, gelas objek, penjepit tabung, vortex 
shaker, waterbath, tabung Eppendorf, rak 
tabung Eppendorf, GD colom, collection tube, 
Sentrifuse MPW-260R, stopwatch, micropipette 
(BIOHIT Proline Plus Single channel 0,5-10 𝜇l; 
10-100 𝜇l; 20-100 𝜇l) (Biorad Single channel 
100-1000 𝜇l), tip filter, botol reagen, Erlenmeyer 
250 ml, batang pengaduk, neraca analitik, DNA 
thermal cycler (Applied Biosystem), lemari 
pendingin 40C, perangkat lampu ultraviolet + 
kamera digital, elektroforesis+tip supply, kaca 
mata anti UV, freezer -200C, mikrotube, sarung 
tangan. Bahan utama yang digunakan adalah 
isolat bakteri BIA, dan GIA (koleksi Laboratorium 
Mikrobiologi, Jurusan Biologi, FMIPA, UNHAS) 
dari usus itik Anas domesticus, pewarnaan gram 
(kristal violet, lugol, alkohol-aseton, dan 
safranin), aquadest, lyzosyme, garam buffer, 
proteinase, etanol absolut, etidium bromide, 
TAE buffer, Presto mini gDNA Bacteria Kit (100 
Preps), larutan GB buffer, larutan wash buffer, 
kertas label, marker (Smart leader SF), gel 
agarose 2%, larutan loading dye, medium de 
Mann-Ragosa-Sharpe (MRS), 2X Kapa 2G Fast 
Ready Mix, gen 16S rRNA primer forward 63F 
(5’-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’) dan 
primer reserve 1387R (5’-
GGGCGGTGTGTACAAGGC-3’). 
Ekstraksi DNA 
 Ekstraksi DNA genom dilakukan dengan 
mengikuti protokol ekstraksi DNA yang terdapat 
dalam Geneaid PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit.  
Amplifikasi DNA dengan Metode PCR 
 Prosedur ini dikerjakan pada sampel DNA 
yang telah diisolasi, Sebelumnya dibuat 
campuran reaksi untuk PCR yaitu 12,5 𝜇l 2X 
KAPA 2G Fast Ready Mix +  Dye dan masing-
masing 1 𝜇l DNA gen 16S rRNA Primer Forward 
63F dan primer reserve 1387R  dan H20 5 𝜇l  
untuk 4 tabung. Selanjutnya siapkan tabung 
(sesuai dengan jumlah sampel yang akan 
diamplifikasi). Tabung kemudian diisi campuran 
reaksi PCR sebanyak 20 𝜇l  lalu masing-masing 
tabung ditambahkan 5 𝜇l ekstrak DNA. 
Amplifikasi dilakukan sebanyak 35 siklus dan 
setiap siklus terdiri dari predenaturasi denaturasi 
pada suhu 950C selama 3 menit, pada suhu 
950C selama 10 detik, annealing pada suhu 
550C selama 10 detik,  extending pada suhu 
720C selama 15 detik dan post extending pada 
suhu 720C selama 1 menit  
Deteksi Produk PCR dengan Elektroforesis 
Gel agarosa 1,5% dibuat dengan 
mencampurkan 1,5 gr serbuk agarosa ke dalam 
100 mL TAE Buffer di Erlenmeyer kemudian 
dipanaskan ke dalam microwave selama 2 menit 
hingga mendidih, lalu ditambahkan 8 µL 
Ethidium Bromida. Cairan gel lalu didinginkan di 
suhu kamar. Setelah agak dingin, cairan gel 
dituang ke cetakan gel elektroforesis dengan 
menggunakan sisir gel dengan jumlah sisir 17 
sumur. Masing-masing 5 𝜇l produk amplifikasi 
dimasukkan ke dalam sumur gel agarosa 1,5% 
yang terendam dalam tangki yang berisi TAE 
Buffer. Selanjutnya, elektroforesis dijalankan 
selama 50 menit dengan tegangan konstan 100 
volt. Setelah 50 menit elektroforesis dihentikan 
dan gel diangkat untuk diamati dibawah sinar 
UV. Hasil positif jika terdapat pita DNA yang 
sejajar dengan marker 1300 bp dan negatif jika 
tidak terdapat pita pada gel. 
Sekuensing DNA 
Produk PCR dari sampel yang 
menunjukkan hasil elektroforesis yang positif 
dilakukan sekuensing DNA dilakukan oleh 1st 
Base melalui PT Genetika Indonesia. Proses 
sekuensing DNA dilakukan menggunakan 
metode Sanger dideoksi. 
Analisis Urutan DNA PEngkode 16S rRNA 
Analisis hasil sekuensing dilakukan 
dengan melakukan BLAST urutan nukleotida 
dari hasil sekuensing 16S rRNA dengan data 
base yang tersedia pada situs 
www.ncbi.nlm.nih.gov yang digunakan untuk 
mencari similaritas suatu sekuens nukleotida 
atau protein (query sequence) dengan sekuens 
data base (subject sequence). Pensejajaran 
sekuens dilakukan dengan menggunakan 
Program Clustal W. Selanjutnya visualisasi 
kekerabatan menggunakan pohon filogenetik 
Program MEGA 6 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Hasil visualisasi dengan elektroforesis 
pada gambar 1 terdapat dua pita DNA hasil 
ekstraksi DNA. Pada sampel GIA pita yang 
terbentuk tebal, hal ini menunjukkan bahwa 
DNA hasil ekstraksi memiliki konsentrasi DNA 
yang tinggi dengan pita tebal dan terang. 
Berbeda dengan pita DNA pada sampel BIA pita 
yang terbentuk tipis, hal ini menunjukkan bahwa 
DNA hasil ekstraksi memiliki konsentrasi DNA 
yang sedikit sehingga pita DNA yang terbentuk 
setelah dilakukan ekstraksi dan visisualisasi 
pada elektroforesis tampak tipis.  
Noer dan Gustiananda (2007) melaporkan 
bahwa semakin besar konsentrasi templat akan 
semakin terang dan tebal pita DNA yang 
dihasilkan, namun konsentrasi templat yang 
terlalu tinggi juga akan mengakibatkan 
terbentuknya pita yang smear, sebaliknya 
konsentrasi templat terlalu rendah akan 
menyebabkan terbentuknya pita yang terlalu 
tipis untuk dapat dideteksi dengan cara 
elektroforesis gel agarosa. 
 
Gambar 1 : Hasil Ekstraksi DNA 
 
Sampel yang telah diekstraksi kemudian  
diamplifikasi pada PCR, PCR (Polymerase 
Chain Reaction) adalah suatu teknik 
perbanyakan (amplifikasi) potongan DNA 
secara in vitro pada daerah spesifik yang 
dibatasi oleh dua buah primer oligonukleotida. 
Dalam tahapan PCR digunakan  primer 63F dan 
1387R. Primer tersebut merupakan salah satu 
primer untuk mengkode gen 16S rRNA. Melalui 
gen pengkode 16S rRNA maka karakter 
genotipik bakteri asam laktat dapat diketahui 
sehingga dapat digunakan untuk menentukan 
genus dan strain bakteri. 
 
 
Gambar 2 : Hasil Amplifikasi DNA sampel 
dengan primer 63F dan 1387R 
 
Berdasarkan hasil visualisasi elektroforesis 
pada gambar 2 menunjukkan bahwa primer 
yang digunakan dapat teramplifikasi sekitar 
1300 bp pada sampel BIA dan GIA. Dari gambar 
2 di atas terlihat bahwa pola pita DNA hasil 
amplifikasi PCR yang terbentuk dengan 
menggunakan primer berupa pita tunggal. Pita 
DNA sampel BIA dan GIA tebal. Hal ini 
menunjukkan DNA sampel BIA dan GIA yang 
teramplifikasi memiliki konsentrasi yang tinggi 
mengindikasikan bahwa pada sampel BIA dan 
GIA mengalami amplifikasi DNA menggunakan 
primer 63F dan 1387R. 
Keberhasilan teknik PCR ini lebih 
didasarkan kepada kesesuaian primer dan 
efisiensi dan optimasi proses PCR. Primer yang 
tidak spesifik dapat menyebabkan 
teramplifikasinya daerah lain dalam genom yang 
tidak dijadikan sasaran atau sebaliknya tidak 
ada daerah genom yang teramplifikasi. Optimasi 
PCR juga diperlukan untuk menghasilkan 
karakter yang diinginkan. Optimasi ini 
menyangkut suhu annealing DNA dalam mesin 
PCR (Aris, et al., 2013). 
Kedua sampel yakni BIA dan GIA 
teramplifikasi menggunakan primer  63F dan 
1387R dan menunjukkan pita yang tebal dan 
terang, sampel yang positif teramplifikasi yang 
akan dilanjutkan ketahap berikutnya. Hal ini 
disebabkan karena tebal atau tipisnya pita DNA 
berpengaruh terhadap proses pengurutan 
nukleotida (sekuensing). 
Sekuensing DNA dilakukan untuk 
memastikan fragmen DNA yang teramplifikasi 
pada proses PCR sehingga DNA pengkode 16S 
rRNA dapat digunakan sebagai penanda 
molekuler untuk menentukan genus dan strain 
bakteri karena molekul ini ada pada setiap 
organisme dengan fungsi yang identik pada 
seluruh organisme. 
Hasil sekuensing berupa grafik 
elektrophoregram dengan peak-peak yang 
berwarna-warni untuk membedakan jenis basa 
nitrogen (nukleotida) yang dicirikannya. 
Nukleotida A (Adenin) berwarna hijau, 
nukleotida G (Guanin) berwarna hitam, C 
(Citosin) nukleotida berwarna biru dan 
nukleotida T (Timin) berwarna merah 
sedangkan lambang N yang merupakan 
lambang untuk simbol A, G, C, dan T yang 
muncul tidak banyak.  
 Identitas suatu gen yang telah diketahui 
sekuennya dapat ditentukan dengan 
membandingkan dengan data sekuen yang 
terdapat pada Genbank, salah satunya NCBI. 
Data hasil sekuensing selanjutnya dianalisis 
menggunakan BLASTN NCBI dengan  database 
16S ribosomal RNA sequences (Bacteria dan 
Archaea). Analisis hasil BLAST tersebut 
memberikan informasi dan memverifikasi 
mengenai organisme atau bakteri apa yang 
mempunyai kesamaan dengan urutan DNA 
sampel sehingga dapat digunakan untuk 
identifikasi bakteri. Informasi dari hasil BLAST 
tersebut berupa Query Coverage dan Maximum 
identity. Query coverage adalah persentasi dari 
panjang nukleotida yang selaras dengan 
database yang terdapat pada BLAST. Max 
identity adalah nilai tertinggi dari persentasi 
identitas atau kecocokan antara sekuen query 
dengan sekuen database yang tersejajarkan 
(Miller et al., 1990). 
 
Tabel : Hasil BLAST Isolat BIA & GIA 

























94 % 0,0 97 % NR 074637.1 
Enterococcus 
faecalis strain LMG 
7937 

















92 % 0,0 98 % NR 042394.1 
Lactobacillus 
paraplantarum 
strain DSM 10667 




92 %  0,0 98 % NR 029133.1 
 
Kedua isolat baik isolat BIA  dan GIA 
memiliki sekuens yang homolog diatas 95%. 
Menurut Narita (2012) persentase yang dapat 
diterima minimal 95%, kecuali sekuens yang 
bacaannya lebih rendah diberlakukan 75%. 
Isolat BIA memiliki kesamaan sekuens 
mencapai 97% dengan Enterococcus faecalis, 
hal ini menunjukkan bahwa isolat BIA yang 
merupakan bakteri asam laktat asal usus itik 
pedaging Anas domesticus adalah bakteri 
Enterococcus faecalis. Sedangkan Isolat GIA 
yang juga berasal dari usus itik pedaging Anas 
domesticus memiliki kesamaan 98% dengan 
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus 
paraplantarum, dan Lactobacillus pentosus 
menunjukkan bahwa isolat GIA merupakan 
bakteri Lactobacillus sp.  Hal ini dikarenakan 
terdapat tiga spesies bakteri yang memiliki 
kesamaan sekuens yang tinggi dengan isolat 
GIA. Untuk melihat spesies yang paling dekat 
kekerabatannya dengan isolat GIA maka 
dilakukan analisis filogenetik.  
Analisis pohon filogenetik ini bertujuan 
untuk mengkonstruksi dengan tepat hubungan 
antara organisme dan mengestimasi perbedaan 
yang terjadi dari satu nenek moyang kepada 
keturunannya (Li et al., 1999). Menurut Madigan 
et al. (2010), gen 16S rRNA banyak digunakan 
untuk konstruksi pohon filogenetik karena urutan 
basa nukleotida di antara molekul-molekul rRNA 
dapat dibandingkan dengan tepat, sehingga 
memudahkan untuk mengidentifikasi 
keragamannya. Gen 16S rRNA pada bakteri 
memiliki tingkat similarity yang tinggi karena 
terdapat pada semua prokariot.  
Analisis pohon filogenetik secara dua 
tahap dengan menggunakan program Clustal W 
yang dikombinasikan dengan program MEGA 6. 
Tahap pertama menggunakan program Clustal 
W untuk mensejajarkan sekuen kedua isolat 
BAL dengan isolat dari Gen Bank yang memiliki 
sekuens mirip dengan isolate BIA dan GIA.  
Kemudian program MEGA 6 akan membuat 
pohon filogenetiknya dengan metode 
pendekatan “Neighbour Joining”, boostrap 
1000x, dan metode p-distance. Pohon filogeni 
ini dibentuk dengan menggunakan metoda 
Neighbor-joining yang termasuk dalam metoda 
jarak dengan prinsip pengelompokkan taksa 
berdasarkan nilai jarak evolusioner pasangan-
pasangan operational taksonomy unit dimana 
setiap percabangan yang terdapat dalam pohon 
filogeni berevolusi pada kecepatan yang tidak 
sama (Hartl, 2000). 
 
 
Gambar 3 : Pohon filogenetik berdasarkan 
sekuen DNA pengkode 16S rRNA 
 
Hasil analisis filogenetik menggunakan 
sekuens DNA pengkode 16S rRNA diketahui 
isolat BIA paling dekat kekerabatannya dengan 
Enterococcus faecalis strain LMG 7937 (jarak 
genetik 0,0334) dengan nilai boostrap 100. 
Semakin besar nilai bootstrap, maka semakin 
tinggi pula tingkat kepercayaan topologi pohon 
hasil rekonstruksi tersebut (Hillis et al., 1996; Nei 
dan Kumar, 2000; Hall, 2001). Isolat GIA 
memiliki kekerabatan paling dekat dengan 
Lactobacillus paraplantarum DSM 10667 
dengan jarak genetic 0,0260 dibandingkan 
dengan bakteri jenis lainnya yang ada di 
Genbank, namun dilihat dari posisinya isolate 
GIA lebih dekat kearah leluhurnya.  
Jika dilihat pada cabang pohon filogeni 
GIA antara Lactobacillus plantarum, 
Lactobacillus paraplantarum, dan Lactobacillus 
pentosus hampir memilliki kesamaan dengan 
jarak genetik 0,0000 dan 0,0006, hal ini berarti 
diantara ketiga spesies tersebut memiliki 
sekuens yang identik (jarak genetik 0,0000 dan 
jarak genetic 0,0006) sehingga diantara ketiga 
spesies sulit dibedakan karena secara genetik 
memiliki hubungan yang sangat dekat dan juga 
memiliki penampakan fenotip yang sama yang 
membuatnya menjadi sulit untuk dibedakan. 
Menurut Torriani et al. (2001) Lactobacillus 
plantarum, Lactobacillus paraplantarum, dan 
Lactobacillus pentosus dapat dibedakan dengan 
menggunakan perbandingan sekuens gen recA.  
Curk et al. (1996) menemukan Lactobacillus sp. 
nov sebagai spesies baru yang masih 
berhubungan dengan Lactobacillus plantarum, 
hal ini karena Lactobacillus paraplantarum 
memiliki karakteristik fenotip yang sama dengan  
Lactobacillus plantarum serta penemuan bakteri 
ini disebabkan karena sifat fenotip dan 
genotipnya yang heterogen sehingga banyak 
hibridisasi asam nukleat yang ditemukan berada 
diantara Lactobacillus plantarum dan 
Lactobacillus pentosus yang menjadikan 
dibentuknya taksa baru untuk spesies ini. 
Berdasarkan hasil analisis filogenetik dapat 
dibagi menjadi 2 clade. Clade pertama meliputi 
isolat BIA yang menunjukkan kelompok bakteri 
genus Enterococcus dan clade kedua meliputi 




Berdasarkan hasil penelitian yang telah 
dilakukan, dapat disimpulkan bahwa bakteri 
asam laktat isolat BIA adalah Enterococcus 
faecalis dan GIA adalah Lactobacillus 
paraplantarum yang diisolasi dari usus itik 
pedaging Anas domesticus melalui identifikasi 
secara genotipik dengan menggunakan 
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